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Estuários e regiões de entremarés são ambientes marinhos bastante 
instáveis. Invertebrados marinhos são osmoconformadores e isosmóticos ao 
meio, então alterações de salinidade do meio desafiam suas células e tecidos. 
Sob tais desafios as células podem regular seu volume através de 
transportadores de membrana, por exemplo a bomba Na+,K+-ATPase, o co-
transportador NKCC e canais de água (aquaporinas). A capacidade de regular 
volume está relacionada ao seu grau de eurihalinidade.  Equinodermos são 
exclusivamente marinhos, mas podem ocupar ambientes instáveis, onde ficam 
expostos a alterações de salinidade e temperatura. Estas alterações podem 
desafiar a regulação de volume de suas células, e podem também representar 
causa de desnaturação de suas proteínas, o que demanda a ação de 
chaperonas moleculares, como as proteínas de choque térmico da família das 
HSP70. Neste trabalho foram estudadas as espécies Arbacia lixula e 
Lytechinus variegatus, habitantes do sublitoral, e Echinometra lucunter e 
Holothuria grisea, residentes em entremarés. O objetivo foi relacionar o grau de 
eurihalinidade das espécies com sua capacidade de regular volume celular, 
também com a expressão constitutiva de transportadores de membrana e com 
a expressão de HSP70 sob alterações ambientais. Células obtidas do esôfago 
e do intestino destas quatro espécies foram expostas a choques hipo e 
hiperosmóticos na presença de calceína para avaliar a regulação de volume 
celular. Adicionalmente foram bloqueados transportadores de membrana e 
aquaporinas de A. lixula e H. grisea para permitir inferir o papel destas 
proteínas na regulação de volume celular. A expressão constitutiva dos 
transportadores das espécies foi mensurada por imunofluorescência em 
citômetro de fluxo. Foi avaliada a expressão de HSP70 em L. variegatus por 
SDS-page diante de estresses salino e térmico. Foi detectado sinal de redução 
regulatória de volume nos experimentos de choque hiposmótico (-50%) com 
células de esôfago de L. variegatus e de intestino de H. grisea, e choque de -
20% com células intestinais de A. lixula. Nas demais condições, houve 
aumento progressivo de volume das células, também nos controles. A 
presença dos bloqueadores de Na+,K+-ATPase, NKCC e aquaporina gerou 
inchaço maior ainda das células, confirmando sua ação na regulação de 
volume celular. Os dados de imunofluorescência mostraram diferenças na 
abundância de transportadores entre as espécies. Não foram encontradas 
diferenças na expressão de HSP70 em L. variegatus nas diferentes 
salinidades. Conclui-se que as células de equinodermos são permeáveis, 
tendem a inchar em qualquer circunstância (pelos resultados com calceína), o 
que pode estar relacionado à não invasão da água doce por estes animais. Há 
baixa expressão de transportadores de membrana nas quatro espécies, e não 
foi detectada indução de expressão de HSP70 por alteração de salinidade em 
L. variegatus. Por fim, A. lixula, a espécie de ambiente mais estável, 






estudados: mostrou baixo sinal de redução regulatória de volume, baixo sinal 









Estuaries and intertidal regions are very unstable marine habitats. Marine 
invertebrates are osmoconformers and isosmotic to the external medium, thus 
alterations in the salinity of the water represent a challenge to their tissues and 
cells. Under those challenges cells can regulate their volume through the action 
of membrane transporters such as the Na+,K+-ATPase pump, the NKCC 
cotransporter, and the water channels (aquaporins). The capacity to regulate 
volume is related to the degree of tolerance to salinity changes, or degree of 
euryhalinity. Echinoderms are exclusively marine, but may occupy unstable 
coastal áreas, where they are cyclically exposed to variations in salinity and 
temperature. These alterations can challenge the volume regulatory capacity of 
their cells, and may also cause protein denaturation, a situation which demands 
the protective action of the molecular chaperones such as the heat-shock 
proteins of the HSP70 family. In this work we investigated the subtidal species 
Arbacia lixula and Lytechinus variegatus, and the intertidal species Echinometra 
lucunter and Holothuria grisea. This study aimed at relating the habitat and 
degree of euryhalinity of those species with the capacity of their isolated cells to 
regulate volume when osmotically challenged, and also with the constitutive 
expression of membrane transporters and HSP70 under in vivo abiotic 
challenges (salinity and temperature). Cells were obtained from the esophagous 
and intestine of the urchins and were exposed in vitro to hypo- and hyper-
osmotic shocks, in the presence of calcein, in order to evaluate their volume 
response. In addition, membrane transporters were blocked in order to allow 
inference of the role of those transporters in cell volume regulation (in A. lixula 
and H. grisea). Constitutive expression of the transporters was evaluated 
through immunofluorescence and flux cytometry. The expression of HSP70 was 
evaluated in L. variegatus through SDS-PAGE. A signal of regulatory volume 
decrease in the -50% hyposmotic shock was detected in cells from the 
esophagous of L. variegatus, and cells from the intestine of H. grisea, and also 
in the -20% hyposmotic shock in cells of the intestine of A. lixula. In the 
remaining conditions, there was a progressive increase in the volume of the 
cells, through the increased calcein signal, also in controls and cells submitted 
to the hyper-osmotic shocks. The presence of the blockers of the Na+,K+-
ATPase, NKCC and aquaporins has generated a greater degree of swelling of 
the cells, confirming the action of the transporters in cell volume regulation. 
Immunofluorescence data have revealed differences in the abundance of these 
transporters among species. No differences in the expression of the HSP70 in 
L. variegatus were seen in the different salinities. We can conclude that 
echinoderm cells are quite permeable, and tend to gain volume and swell under 
all conditions (calcein results), which may relate to their total inability to 
withstand freshwater. There is low expression of the membrane transportes 
tested in the 4 species; no change in HSP70 expression upon salinity challenge 






environment, displayed, in general, the lowest degree of development of all the 
parameters studied: showed small regulatory volume decrease signal, has 
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A água do mar oceânica é um ambiente bastante estável com relação 
aos demais ambientes aquáticos, e contém cerca de 35g de sal/ litro. Nas 
regiões mais rasas de contato com os continentes ou ilhas, encontram-se 
ambientes muito instáveis como a região de entremarés e os estuários. A 
região de entremarés apresenta variações bruscas de fatores abióticos, como 
salinidade e temperatura, durante a maré baixa, o que representa um desafio 
aos organismos que habitam esta região. Os invertebrados marinhos, inclusive 
os equinodermos, são essencialmente isosmóticos com relação à água do mar 
e osmoconformadores. Entretanto, a composição de solutos da água do mar e 
dos fluidos corpóreos destes animais podem ser diferentes, o que demanda 
certa capacidade de regulação iônica dos mesmos (Schmidt-Nielsen, 2002).  
Animais osmoconformadores não investem energia em tais mecanismos, 
apresentando baixa capacidade de manutenção de gradientes osmóticos entre 
os meios interno e externo (Diehl & Lawrence, 1984; Freire et al., 2008). Então, 
alterações ambientais acarretam alterações extracelulares (Stickle & Diehl, 
1987). 
As concentrações iônicas dos fluidos intra e extracelular diferem entre si, 
apesar de as osmolalidades destes serem as mesmas. Frente a tais diferenças, 
os organismos, principalmente os osmoconformadores como equinodermos, 
necessitam regular o volume de suas células para que as funções destas ou do 






1982; Diehl & Lawrence, 1984; Diehl, 1986; Mongin & Orlov, 2001; Wehner et 
al., 2003; Freire et al., 2008). Sob condição hiposmótica ocorre entrada de 
água na célula e, portanto, seu inchaço, e sob condição hiperosmótica ocorre 
perda de água e a célula murcha (Diehl & Lawrence, 1984; Häussinger, 1996). 
Diante destas situações podem ocorrer, respectivamente, redução (RVD) ou 
aumento regulatório de volume (RVI), se houver mecanismo de regulação de 
volume celular (Häussinger, 1996). Se uma célula incapaz de regular seu 
volume for exposta a um choque osmótico, ela terá seu volume alterado de 
forma proporcional à intensidade da variação de salinidade de seu meio, devido 
à permeabilidade alta de sua membrana à água e baixa aos solutos. Ou seja, 
se for submetida a um meio 50% mais concentrado com relação ao isosmótico, 
por exemplo, perderá água até atingir 50% de seu volume inicial. Esse 
movimento de água leva a igualdade das concentrações interna (celular) e 
externa (do meio) e a célula estará funcionando assim como um osmômetro 
perfeito (Finan & Guilak, 2010). A regulação de volume ou “regulação 
isosmótica intracelular” (RII), se dá por meio de variações intracelulares nas 
concentrações de osmólitos orgânicos e inorgânicos (Pierce, 1982; Diehl & 
Lawrence, 1985; Diehl, 1986; Pierce & Politis, 1990; Hoffmann & Dunham, 
1995; Häussinger, 1996; Schmidt-nielsen, 2002; Wehner et al., 2003). Diante 
de exposição a baixas salinidades ocorre a perda de aminoácidos pelas células 
animais por meio de desaminação seguida de excreção de amônia; já sob altas 






pelos quais isto se dá ainda não foram identificados em equinodermos (Diehl, 
1986). 
A regulação de volume celular, um processo fundamental à homeostasia 
celular, se dá pela ação de algumas proteínas de membrana, responsáveis 
pelo transporte de solutos, como a Na+, K+ ATPase e o NKCC (Horisberger et 
al., 1991; Haas & Forbush III, 2000; Russell, 2000; Jorgensen et al., 2003).  
As células animais são permeáveis à água de forma que a água se 
encontra em equilíbrio termodinâmico através da membrana celular e, portanto, 
as osmolalidades intra e extracelular são iguais. Isto acarreta que o volume de 
uma célula é determinado pela quantidade de solutos de seu interior. Assim, a 
manutenção e regulação de volume celular dependem do controle da 
quantidade intracelular de solutos (Russell, 2000). Gradientes de sódio e 
potássio entre as células e o fluido que as banha exercem importante função 
na regulação de volume celular (Horisberger et al., 1991; Jorgensen et al., 
2003). Estes gradientes são gerados por transporte ativo, realizado pela Na+, 
K+ ATPase, uma proteína transmembrana localizada na porção basolateral das 
células, cuja função é transportar os íons em questão através das membranas 
celulares (Horisberger et al., 1991; Kaplan, 2002). Tal transporte se dá de 
forma acoplada, sendo bombeados 3 Na+ para fora da célula e 2K+ para dentro 
da mesma (Kaplan, 2002; Jorgensen et al., 2003). A Na+, K+ ATPase é a 
ATPase mais importante das células animais (Horisberger et al., 1991), e está 
presente em quase todos os eucariotos (Wheatly & Gao, 2004). Há também, 






NKCC, uma proteína de membrana amplamente distribuída entre os animais 
que transporta 1 Na+, 1 K+ e 2 Cl- para dentro ou para fora das células. Há duas 
isoformas conhecidas para este transportador, sendo que NKCC1 é encontrada 
em epitélios secretores (porção basolateral dessas células) e em células não 
epiteliais, e NKCC2 está presente apenas nos rins. A atividade da NKCC1 é 
aumentada por reduções intracelulares da concentração de cloreto e de volume 
celular (Haas & Forbush III, 2000).  
Também importantes na regulação de volume celular são as 
aquaporinas (King et al., 2004), canais de água transmembrana presentes em 
todos os seres vivos (Campbell et al., 2008; Finn & Cerdà, 2011), que podem 
permitir apenas a passagem de água ou desta acompanhada de pequenos 
solutos como o glicerol ou ureia (King et al., 2004; Campbell et al., 2008). Há 
mais de 10 isoformas conhecidas dessa proteína, ocorrendo diferenças de 
permeabilidade entre elas (King et al., 2004; Campbell et al., 2008). A 
permeabilidade das aquaporinas a água e solutos pode ser alterada por 
fosforilação, pH, concentração de cálcio extracelular (Campbell et al., 2008). 
São responsáveis pelo balanço hídrico das células, portanto exercem 
importante papel na regulação de volume celular (King et al., 2004). Mais 
especificamente, a aquaporina 1 é expressa constitutivamente, facilita o fluxo 
de água e pode funcionar como transportadora de cátions (Campbell et al., 
2008). 
Animais osmoconformadores apresentam resposta de regulação de 






mais rápido quanto maior for a capacidade de RVD da célula, e quanto mais 
eurihalino for o animal. Entretanto, raramente o volume é restaurado 
exatamente ao parâmetro inicial (Pierce, 1982; Häussinger, 1996). A 
capacidade de regular volume celular é parcialmente determinante do grau de 
eurihalinidade dos osmoconformadores, mas não é suficiente para que estes 
animais tolerem alterações prolongadas de salinidade (Diehl & Lawrence, 1985; 
Santos-Gouvea & Freire, 2007; Freire et al., 2008). Esta tolerância e a 
eurihalinidade de um animal dependem de outros fatores como capacidade de 
manter estáveis as concentrações de seus fluidos corpóreos diante de 
alteração da salinidade ambiental, ou até mesmo de uma estratégia 
comportamental. O primeiro caso pode ser exemplificado por crustáceos e 
peixes que são osmorreguladores e apresentam uma ampla distribuição (Freire 
et al., 2008). E o segundo é claramente demonstrado por moluscos, que sob 
condições desfavoráveis buscam se isolar do meio fechando suas conchas, se 
enterrando ou se deslocando para um ambiente menos hostil (Drouin et al., 
1984; Berger & Kharazova, 1997). 
Embora exclusivamente marinhos, os equinodermos são encontrados 
em ambientes instáveis (Stickle & Diehl, 1987), sujeitos a variação de 
salinidade e exposição ao ar, como a região entremarés (McPherson, 1969; 
Hendler et al., 1995). Variações de salinidade ocorrem naturalmente no mar em 
poças de maré, porém têm curta duração, cerca de 6 horas. No ambiente de 
entremarés é mais frequente a ocorrência de uma redução de salinidade do 






regulação de volume celular em casos de ganho de água é mais viável do que 
nos de desidratação das células (Diehl, 1986; Freire et al., 2008). Além disso, 
espécies maiores de ouriços-do-mar resistem por mais tempo a baixas 
salinidades (Stickle & Denoux, 1976; Diehl, 1986; Stickle & Diehl, 1987; Vidolin 
et al., 2007), e tal resistência pode estar relacionada a uma capacidade de 
regulação de volume (Santos-Gouvea & Freire, 2007). Mas já foi apontada a 
inabilidade das holotúrias com relação a este mecanismo (Madrid et al., 1976). 
A capacidade limitada dos equinodermos para regular o volume de suas 
células pode acarretar às mesmas alterações intracelulares que representam 
condições desnaturantes. Então, a tolerância destes animais às alterações de 
fatores abióticos típicas do ambiente por eles habitado, pode se dever à 
presença de proteínas intracelulares capazes de evitar a desnaturação 
proteica, como é o caso das chaperonas, por exemplo HSP70 (Hartl, 1996; 
Fink, 1999; Place & Hofmann, 2001; Dahlhoff, 2004; Hofmann, 2005). As HSPs 
(“heat-shock proteins” ou proteínas de choque térmico) são proteínas celulares 
altamente conservadas, presentes em todos os seres vivos. Estas proteínas 
são nomeadas de acordo com seu peso molecular. Por exemplo, a família das 
HSP70 abrange proteínas de 68 a 73 KDa. As HSPs, inclusive a HSP70 
expressas constitutivamente se ligam a polipeptídeos recém sintetizados, 
mantendo-os na respectiva conformação, sendo assim chamadas de 
chaperonas moleculares. São também responsáveis pela homeostase proteica 
e celular (Parsell & Lindquist, 1993; Feige & Polla, 1994; De Maio, 1999; Iwama 






(HSR), ou resposta a choque térmico, é um dos mecanismos de defesa celular 
mais primitivos (De Maio, 1999). A HRS consiste em uma alta produção 
induzida das HSPs em resposta a fatores estressantes que ameacem a 
estrutura terciária das proteínas e o metabolismo celular (De Maio, 1999, 
Tomanek, 2008). Sob tais condições as HSPs se ligam a proteínas celulares, 
evitando que as mesmas desnaturem ou dobrando novamente as que 
perderam sua conformação original (Tomanek, 2008). Assim, as proteínas em 
questão funcionam como indicadores de estresse (Tomanek, 2008). Exemplos 
de estressores que induzem HSR são alterações térmicas (tanto resfriamento 
quanto aquecimento), de salinidade, de pH, isquemia, dessecação, muda (em 
lagostins), estresse de transporte, exposição a agentes químicos, a radiação 
UV, a radicais de oxigênio, a metais pesados, ao etanol, a análogos de 
aminoácidos, a inseticidas, a poluentes (Hofmann & Somero, 1995; De Maio, 
1999; Aït-Aïssa et al., 2000; Buckley et al., 2001; Alfieri et al., 2002; Deane et 
al., 2002; Chang, 2005; Kültz, 2005; Diller, 2006; Berger & Emlet, 2007; Dong 
et al., 2007; Poltronieri et al., 2007; Dong & Dong, 2008; Dong et al., 2008 a; 
Frenkel et al., 2008; Ji et al., 2008; Tomanek, 2008; Bahrndorff et al., 2009; 
Eder et al., 2009; Meng et al., 2009; Rhee et al., 2009; Feldhaus et al., 2010). A 
HSP70 especificamente também tem sua expressão induzida sob a maioria 
dos fatores estressores supracitados (Inseticidas, poluentes, componentes 
tóxicos, estresse de transporte, alterações de temperatura, de salinidade e 
dessecação) (Parsell & Lindquist, 1993; Feige & Polla, 1994; Hofmann & 






Deane et al., 2002; Chang, 2005; Kültz, 2005; Dong et al., 2007; Poltronieri et 
al., 2007; Dong et al., 2008; Frenkel et al., 2008; Ji et al., 2008; Ji et al., 2008; 
Bahrndorff et al., 2009; Eder et al., 2009; Miller et al., 2009; Rhee et al., 2009; 
Feldhaus et al., 2010). A HSR dos organismos aquáticos varia com o grau de 
estabilidade de seu ambiente. Assim, animais que ocupam ambientes muito 
estáveis podem não ter a HSR (Tomanek, 2008). Já foi anteriormente 
verificada a relação entre expressão nula ou baixa de HSP70 ou do gene da 
mesma em animais de ambientes estáveis, como anfípodes que habitam um 
lago de temperatura bastante estável e invertebrados e peixes antárticos (Clark 
et al., 2008 a e b; Timofeev et al., 2008). Animais que habitam ambientes 
moderadamente estressantes, como o sublitoral, raramente apresentam a HSR 
e, quando a apresentam, o seu limiar ocorre sob temperaturas superiores às 
que ele encontra em seu habitat. No caso dos habitantes de costões rochosos 
da região de entremarés, um ambiente bastante instável e desafiador, 
expressam HSPs sob temperaturas típicas de seu ambiente (Tomanek, 2008). 
Relacionado a isso, sabe-se que o estresse térmico exerce um importante 
papel na distribuição de organismos de entremarés, em escala local (Miller et 
al., 2009). Quatro gastrópodes habitantes da região de entremarés foram 
avaliados quanto à expressão de HSP70. Lottia scabra e L. austrodigitalis, que 
ocupam porções altas do costão rochoso, apresentaram maior expressão 
constitutiva de HSP70 do que L. pelta e L. scutum, que ocupam porções 
medianas e baixas. Uma alta expressão constitutiva da proteína em questão 






(Dong et al., 2008 b). Resultados semelhantes foram encontrados no bivalve de 
entremarés Mytilus trossulus, cuja expressão de HSP70 é mais elevada no 
verão do que no inverno, e em indivíduos coletados na região de entremarés 
do que nos coletados no sublitoral (Hofmann & Somero, 1995).  
Um pequeno estresse prévio resulta em expressão de HSP e, portanto, 
proteção para o desafio subsequente. A este mecanismo dá-se o nome de 
tolerância ao estresse (De Maio, 1999). No pepino-do-mar Apostichopus 
japonicus em estágio juvenil, por exemplo, a temperatura de aclimatação altera 
o padrão de expressão de HSP70, o que significa ter influenciado no limite 
térmico superior de tolerância deste animal. Ou seja, quanto maior a 
temperatura de aclimatação, maior a expressão de HSP70 e maior o limite 
superior de tolerância térmica (Meng et al., 2009). Resultados semelhantes 
foram encontrados para a craca Balanus glândula (Berger & Emlet, 2007), o 
bivalve Mytilus trossulus (Buckley et al., 2001), ambos de entremarés. Também 
em Apostichopus japonicus, houve indução de tolerância ao estresse salino 
através de estresse térmico prévio. Com o estresse prévio foi verificada maior 
sobrevivência e maior expressão de HSP70 do que sem o mesmo (Dong & 
Dong, 2008; Dong et al., 2008 a). Tal indução de tolerância a salinidade 










O objetivo geral do presente trabalho foi o de relacionar o grau de 
eurihalinidade de quatro espécies de equinodermos com sua capacidade de 
regular volume celular e expressar proteínas de transporte e de estresse 




Os objetivos específicos foram: 
Avaliar a capacidade de regulação de volume celular das células de 
esôfago e de intestino de quatro espécies de equinodermos, diante de choques 
hipo e hiperosmóticos; 
Quantificar a expressão constitutiva de transportadores de membrana 
em células intestinais de quatro espécies de equinodermos; 
Quantificar a expressão de HSP70 em L. variegatus diante de alterações 











A hipótese nula deste trabalho foi a de que as células de equinodermos 
apresentariam baixa capacidade de regulação de volume celular, baixa 
expressão de transportadores de membrana e alta de HSP70, com diferenças 
entre as espécies de acordo com a estabilidade dos seus habitats. Assim 
esperava-se que A. lixula, habitante do sublitoral, apresentasse a menor 
capacidade de regular volume celular e as menores expressões de 
transportadores de membrana e de HSP70, L. variegatus, habitante ocasional 
de estuário, parâmetros intermediários e E. lucunter e H. grisea, habitantes da 
região de entremarés, as maiores capacidades de regular volume celular e as 





















Arbacia lixula (Fig. 1A) é um ouriço-do-mar de coloração marrom escura 
a negra, possuindo espinhos finos, longos e de pontas claras. É uma espécie 
que pode se alimentar de algas calcárias (Bulleri et al., 1999), animais em 
decomposição, ou pequenos organismos. Ocorre na costa oeste da África, 
Ilhas Canárias, Madeira e Açores e em quase toda a costa brasileira, ocupando 
ambientes de até 15 m de profundidade e se fixando principalmente sobre 
substrato rochoso (Suguimoto, 2005). Habita o sublitoral, sendo mais 
abundante em ambientes estáveis, mais profundos (Sánchez-Jérez et al., 
2001), mas pode ocasionalmente, ser encontrada exposta ao ar na região de 
entremarés. A. lixula apresenta características que permitem sua ocorrência 
em locais que sofrem forte ação das ondas (Chelazzi et al., 1997). Tais 
características são: discos adesivos grandes e com forte capacidade de 
adesão no substrato rochoso, hábito gregário e espinhos longos que se 
entrelaçam com os espinhos de outros indivíduos (Bulleri et al., 1999). É uma 
espécie abundante em substratos verticais (Benedetti-Cecchi et al., 1998; 
Bulleri et al., 1999). 
Foi também avaliado o ouriço-do-mar Echinometra lucunter (Fig. 1B), de 
cor preta arroxeada, sendo uma das espécies mais abundantes do litoral 
brasileiro (Ribeiro-Costa & Rocha, 2006). Sua carapaça tem formato oval, 






deste tamanho. Possuem espinhos longos, largos na base, mas que se afilam 
bruscamente no ápice, e de coloração geral escura (os espinhos orais são mais 
claros do que os aborais) (Hendler et al., 1995). Os representantes desta 
espécie são herbívoros raspadores, podendo também se alimentar de restos 
de algas mortas (Ribeiro-Costa & Rocha, 2006) e de sedimento composto por 
carbonato de cálcio (McPherson, 1969). Podem habitar regiões de sublitoral 
raso, de costão rochoso em zonas de entremarés, em recifes de coral, sobre a 
alga Thalassia testudinum (McPherson, 1969). Nestas regiões frequentemente 
formam aglomerados e se alojam em locas (perfurações arredondadas nas 
rochas) (Ribeiro-Costa & Rocha, 2006; Gondim et al., 2008). São encontrados 
em profundidades de 0 a 45 m e habitam substratos consolidados (Hendler et 
al., 1995), sendo mais abundantes em águas rasas (Sánchez-Jérez et al., 
2001). Ocorrem em Beaufort, Carolina do Norte, Bermudas, em todo o Caribe, 
leste da América Central, Brasil e oeste da África. São ouriços relativamente 
resistentes a estresses causados por fatores físicos como aumento de 
temperatura e salinidade, mas os processos de fertilização e desenvolvimento 
são prejudicados sob baixas salinidades (Hendler et al., 1995). 
Lytechinus variegatus (Fig. 1C) é um ouriço-do-mar de cor branca, tendo 
espinhos de coloração roxa ou verde, que habita o sublitoral, mas pode ser 
encontrado em estuários (Drifmeyer 1981; Ernest & Blake 1981; Yara 
Aparecida Garcia Tavares, comunicação pessoal). Possui espinhos pequenos, 
carapaça hemisférica que pode atingir até 11 cm de diâmetro e 8,5 cm de 






(EUA) até o Brasil, ocupando substratos arenosos, lodosos, costões rochosos e 
tapetes de algas (Thalassia testudinum) (Junqueira et al., 1997). Este 
equinóide, quando habita sobre algas, exerce duas importantes funções: pastar 
(é o maior pastador dentre os equinóides) e produzir fezes que são fonte de 
nutrientes para animais detritívoros (Greenway, 1995). É uma espécie comum 
de águas calmas e seus representantes são intolerantes a águas turvas. 
Habitam profundidades de 0 a 250 m, mas ocorrem mais comumente a menos 
de 50 m de profundidade. O período reprodutivo destes animais ocorre com 
maior intensidade durante as estações da primavera, verão e outono; 
salinidades inferiores a 35 UPS causam diminuição na sobrevivência larval e 
na taxa de desenvolvimento, sendo que esta última cresce com aumento de 
temperatura (Hendler et al., 1995). Fatores físicos (marés, radiação solar, ação 
mecânica das ondas, temperatura e dessecação) podem influenciar a 
mortalidade dos animais em questão, o que pode ainda ser agravado em 
alguns habitats, como é o caso da região entremarés. Em função do pequeno 
tamanho e da baixa capacidade de adesão em substrato rugoso (rochas) de 
seus discos adesivos, esta espécie fica restrita a regiões onde não haja forte 
ação mecânica das ondas (Sharp & Gray, 1962).  A ocorrência cíclica de 
mortalidades em massa de L. variegatus pode ser relacionada às marés 
extremamente baixas ocorridas durante o dia. A morte dos animais 
provavelmente se deva à dessecação e à alta temperatura (Junqueira et al., 






O pepino-do-mar Holothuria grisea (Fig. 1D), comum na região de 
entremarés, é encontrado na base das rochas, em contato com a areia, 
podendo ficar totalmente exposta durante a maré baixa. Tem uma coloração 
acinzentada e ocorre na costa brasileira do nordeste até o estado de Santa 
Catarina (Ribeiro-Costa & Rocha, 2006). Podem atingir até 25 cm de 
comprimento. Ocorrem na Florida, nas ilhas Bahamas, Porto Rico, Jamaica, 
das Ilhas Antilhas a Curaçao, Panamá, Colômbia, sul do Brasil e oeste da 
África. São encontrados normalmente a menos de 5 m de profundidade 
(Hendler et al., 1995).  
 
 
Figura 1. Espécies estudadas neste trabalho: A. lixula (A), E. lucunter (B), L. variegatus (C) e 






Coletas dos animais 
 
As coletas de Holothuria grisea (Selenka, 1867), Arbacia lixula 
(Linnaeus, 1758) e Echinometra lucunter (Linnaeus, 1758) foram realizadas na 
Praia da Paciência (26° 46’ 27” S, 48° 36’ 02” O), Penha, Santa Catarina, 
manualmente durante a maré baixa. A Praia da Paciência possui um grande 
costão rochoso com abundância de organismos característicos deste tipo de 
ambiente, como: gastrópodes, bivalves, cnidários, equinodermos, crustáceos, 
etc. A temperatura média da água é de 20o C e a salinidade de 
aproximadamente 33 UPS.  
A coleta de Lytechinus variegatus (Lamarck, 1816) foi realizada na Praia 
da Sepultura (27º 08’ 28” S, 48º 28’ 42” O), Bombinhas, Santa Catarina, por 
mergulho autônomo. A praia da Sepultura é do tipo arenosa. Os exemplares da 
espécie em questão são encontrados sobre a areia na região de sublitoral. A 
temperatura da água é de cerca de 20o C, com salinidade de aproximadamente 
33 UPS.  
 
Transporte e aclimatação 
  
Os espécimes coletados foram transportados em caixas de isopor e 
envolvidos por algas, até o Laboratório de Fisiologia Comparativa da 
Osmorregulação, do Departamento de Ciências Fisiológicas, da Universidade 






dias a salinidade de 35 UPS, temperatura de 20oC ± 2, aeração e filtração 
constantes. Durante o período de aclimatação A. lixula foi alimentada com 
fragmentos de peixe, e os demais animais com algas marinhas, permaneceram 
sob fotoperíodo natural, e o pH da água foi medido diariamente e corrigido para 
cerca de 8,2. Após o período de aclimatação foram realizados experimentos 




Regulação de volume celular  
 
 Para este experimento foram utilizados animais das quatro espécies, e a 
metodologia adotada foi retirada de Amado e cols. 2012 (metodologia adaptada 
de Hamann et al., 2002; Capó-Aponte et al., 2006). Os animais foram retirados 
diretamente do aquário estoque, crioanestesiados e seus tecidos (esôfago e 
intestino posterior) foram coletados (Fig. 2). As células destes tecidos foram 
dissociadas em PBS contendo 5 mM de EDTA, sendo o tecido picotado com 
bisturi e agitado com auxílio de uma pipeta Pasteur. A suspensão de células 
resultantes foi filtrada em malha com poros de 30μm para eliminação dos 
restos de tecido. As células obtidas foram contadas em câmaras de Neubauer 
e cada amostra se constituiu de cerca de 106 células colocadas em um poço de 
uma placa preta (Optiplate 96-well, Black). Foi mensurada a autofluorescência 






fluoróforo Calceína-AM (4mM) Sigma-Aldrich a 10µM em solução isosmótica, e 
a entrada de calceína nas células foi acompanhada a cada 3 min no leitor de 
placas (Tecan Infinite M200, Áustria), através da medição de aumento de 
intensidade de fluorescência ao longo do tempo. Então as células foram 
lavadas uma vez e foi lida a curva de fluorescência em solução isosmótica (470 
mM NaCl; 54 mM MgCl.6H2O; 10 mM CaCl2 e KCl; 5 mM glicose, glicina e 
hepes; 2 mM NaHCO3, pH8,2) a cada 30 s, num total de 5 min. Por fim, em 
cada amostra foi colocada uma solução controle (isosmótica) ou experimental 
(com osmolalidades reduzidas e aumentadas em 20 e 50%, através de 
modificação proporcional na quantidade dos 4 primeiros sais citados da 
composição) e foi lida a curva de fluorescência a cada 30 s, durante 20 min. 
Além disso, para o intestino de A. lixula e H. grisea foram aplicados os choques 
osmóticos de mesma intensidade, mas com adição de 100µM de ouabaína 
(bloqueador da Na+,K+-ATPase segundo Horisberger et al., 1991; Kaplan, 
2002), 100 µM de furosemida (bloqueador de NKCC segundo Haas & Forbush 
III, 2000) e 300 µM de HgCl2 (bloqueador de aquaporina) (conforme Marinelli et 
al., 1997; Watanabe et al., 2005; Amado et al., 2011), separadamente, para 
verificar se os transportadores de membrana em questão são ativados diante 
dos choques osmóticos impostos. Sabe-se pela propriedade “fluorescence self-
quenching” (Hamann et al., 2002; Capó-Aponte et al., 2006) dos fluoróforos, 
que a um aumento na intensidade de fluorescência se atribui aumento de 
volume celular, e à diminuição da mesma se atribui redução de volume celular. 






que as soluções utilizadas foram salinas enriquecidas com glicose e glicina, 
simulando o fluido celômico dos animais estudados; e a cada troca de solução 
a placa foi centrifugada para evitar perda celular. As centrifugações foram 
realizadas em centrífuga refrigerada (Eppendorf Centrifuge 5810 R, Alemanha), 
por 5 min a 290 g e 16°C. Foi feita ANOVA de 2 vias com medidas repetidas 
para detectar diferenças entre as concentrações das soluções e entre os 
tempos 0, 2, 5, 10, 15 e 20 minutos, para cada tecido de cada espécie, com 
post hoc de Holm-Sidak para dados não normais (todos). Foi realizada Kruskal-
Wallis ANOVA on Ranks para dados não normais. Para comparar a resposta 
das células aos choques osmóticos na presença de cada um dos bloqueadores 
e na ausência dos mesmos, foi feita Anova de 1 via, com post hoc de Holm-
Sidak para dados normais e não-normais. Sempre o limite de significância 
utilizado foi de 0,05.  
Após obter os resultados do bloqueio de aquaporina, percebeu-se que, 
embora a literatura traga altas concentrações de HgCl2 para tal função, 300 µM 
pareceu muito agressivo às células de equinodermos, o que está justificado na 
discussão deste trabalho. Então foi realizado um teste de concentração de 
HgCl2 em A. lixula para bloquear aquaporina de células intestinais de 
equinodermos sob as condições isosmótica e anisosmóticas em 50%. As 








 Figura 2. L. variegatus sendo dissecado para coleta dos tecidos indicados, esôfago e 
intestino. 
 
Transportadores de membrana 
 
Neste experimento foram utilizados animais das 4 espécies. Para a 
detecção da presença constitutiva de Na+, K+ ATPase e NKCC, os animais (3 
de cada espécie) foram crioanestesiados e tiveram seu intestino retirado (Fig. 
2). Deste tecido foi obtida uma suspensão de células, da mesma maneira do 
que para o experimento de volume celular, e esta foi colocada em garrafa de 
cultivo em solução salina enriquecida com cálcio, glicose e glicina (mesma 
solução isosmótica utilizada no experimento de regulação de volume celular), 
por 1 hora para que as células aderissem. A seguir a solução foi trocada para a 
remoção do material em suspensão, que constitui “debris” celulares, com a 
finalidade de evitar que este material atrapalhe a leitura no citômetro. As 
células aderidas foram soltas da placa pela incubação por 5 minutos com PBS 
contendo 2 mM de EDTA. Posteriormente, as células obtidas foram contadas 






250 µl. Estas foram fixadas por 30 minutos em paraformaldeídeo 2% em PBS. 
A seguir, as células foram lavadas em PBS, PBS contendo 0,1M de glicina 
(para bloqueio dos radicais aldeídicos livres) e, finalmente em PBS. Então, já 
que os sítios de ligação dos anticorpos são intracelulares, as células foram 
permeabilizadas durante o bloqueio de sítios inespecíficos, em PBS contendo 
0,01% de saponina e 1% de BSA. Em seguida, as células foram expostas 
overnight a 4°C, para o anticorpo primário, diluído 1:250 em PBS contendo 1% 
de BSA. Após o período de incubação, as células foram lavadas por duas 
vezes com PBS, uma vez com PBS contendo 1% de BSA e novamente duas 
vezes em PBS. A seguir, as células foram incubadas com anticorpo secundário 
diluído 1:300 em PBS por 2 horas à temperatura ambiente. Finalmente as 
células foram lavadas em PBS e então analisadas em citometria de fluxo BD 
FACSCalibur. Os controles foram obtidos pela omissão do anticorpo primário, 
bem como na ausência de incubação (branco). Cabe destacar que as lavagens 
foram realizadas pela centrifugação das amostras, por 5 minutos a 2000 rpm 
em centrífuga CELM LS-3 plus, e em seguida ressuspensas na nova solução. 
Os anticorpos primários utilizados foram anti- Na+, K+ ATPase subunidade α1 
IgG, produzido em camundongo, obtido do Hybridoma Bank, Iowa, EUA; anti-
NKCC T4 IgG, produzido em camundongo, obtido do Hybridoma Bank, Iowa, 
EUA. O anticorpo secundário utilizado foi anti-mouse IgG conjugado com 
fluoresceína, produzido em cavalo, Vector. A análise estatística dos dados para 
comparar a expressão de cada transportador de membrana entre as espécies, 






para dados não normais foi realizado o teste de Mann-Whitney Rank Sum. O 
limite de significância foi de 0,05. 
 
Avaliação de expressão de HSP 70 
 
Este experimento foi realizado com L. variegatus, com n=5-6 para cada 
grupo experimental ou controle. Cada animal foi colocado em um aquário 
contendo cerca de 1,5L de água de salinidade 25 UPS ou 45 UPS 
(experimentais) ou 35 UPS (controle), temperatura de 10, 20 (controle) ou 
35oC, e aeração constante, onde permaneceram por 6h. A diluição da água do 
mar foi realizada por adição de água doce filtrada (sem cloro) da torneira e a 
concentração da mesma foi feita por adição de sal marinho adquirido em loja 
de aquário. Ao final do tempo de exposição foi coletado o tubo digestivo de 
cada animal (Fig. 2) para determinação da expressão da proteína HSP70. Tais 
amostras foram imediatamente homogeneizadas no tampão de 
homogeneização com inibidores de protease (20 mM de benzamidina, 10 mM 
de EDTA, 10 mM de iodocetamida, 5 mM de fenantrolina e 2 mM de PMSF), 
tendo suas proteínas totais dosadas pelo método de Bradford, e sendo diluídas 
no tampão de amostra e fervidas antes do armazenamento em freezer a -80oC. 
Proteínas extraídas dos tecidos foram analisadas por eletroforese em gel 
de poliacrilamida em condições desnaturantes, com sulfato de sódio-dodecil 
(SDS-PAGE). Cada amostra se constituiu de uma concentração de proteínas 






µg. As amostras foram submetidas a um gel de empilhamento (acrilamida 5%) 
em tampão Tris contendo SDS (pH 6,8 ajustado com solução concentrada de 
Glicina) seguido do gel de separação (acrilamida 10%) também em tampão Tris 
contendo SDS (pH 8,8 ajustado com solução concentrada de Glicina). Foi 
utilizado o marcador de peso molecular Colorburst para eletroforese (1992-1vl, 
Sigma-Aldrich), para se ter o parâmetro de localização das bandas de 70KDa. 
A corrida se processou com a utilização de tampão de corrida de Tris-Glicina 
(pH 8,3) contendo SDS, por aproximadamente 4 horas com corrente de 10 mA 
até que as amostras ultrapassem o gel de empacotamento, passando a 15 mA 
até o final da corrida. A corrente foi gerada pela fonte da Amersham Pharmacia 
Biotech EPS 301. Imediatamente após a corrida os peptídios do gel foram 
transferidos para a membrana de nitrocelulose em câmara de Western Blot 
contendo tampão de transferência com 25mM de Tris-Base, 192mM de Glicina, 
0,04% de SDS, 20% de metanol e água até 4 L, com 120 mA de corrente, 25 
mV, por aproximadamente 16 horas. A membrana foi retirada, a faixa com os 
marcadores de peso molecular foi cortada, e o restante da membrana foi 
lavada com tampão TBST, sendo 3 banhos de 5 minutos. Então, foi feito o 
bloqueio de sítios inespecíficos com tampão TBST contendo 5% de leite 
Molico® Nestlé por 45-60 minutos. O material foi então incubado no anticorpo 
primário anti-HSP70 IgG1 produzido em camundongo (BD Biosciences) diluído 
1:1000 a temperatura ambiente por 2 horas, na presença de leite Molico® 5%. 
Em seguida a membrana passou por 5 lavagens de 5 minutos em tampão 






IgG produzido em cabra (Sigma-Aldrich) conjugado com fosfatase alcalina 
diluído 1:1000 em tampão TBST contendo 5% de leite Molico® Nestlé por 2 
horas a temperatura ambiente. Foi então lavado 3 vezes com tampão TBST por 
5 minutos cada. Em seguida o material foi revelado com o tampão ótimo para 
fosfatase alcalina contendo substratos para a fosfatase alcalina (cromógenos) 
BCIP/NBT, permanecendo nesta solução até o aparecimento das bandas das 
proteínas. Após o aparecimento das bandas, a membrana foi mergulhada em 
água destilada para parar a reação. A expressão das proteínas foi quantificada 
através da análise da intensidade relativa das bandas utilizando o programa 
ImageJ. Algumas bandas não ficaram nítidas o suficiente para serem 
analisadas de forma confiável e tiveram de ser eliminadas. Assim, a análise da 
intensidade relativa das bandas foi realizada com n=1 a 3. A análise estatística 
dos dados, para comparar a expressão de HSP70 sob condição controle e 
alterações de salinidade foi realizada por teste t. O limite de significância foi de 
0,05. Como sob a temperatura de 10°C não apareceram bandas e sob 35°C 
apenas 1 banda pode ser considerada, não foi possível realizar a análise 
estatística dos dados relativos à temperatura. 
 
Considerações sobre a metodologia de avaliação de expressão de HSP70 
 
Cabe acrescentar que os resultados aqui apresentados foram os 
melhores conseguidos, após inúmeras tentativas de adaptação do protocolo. 






e 200 µg), 3 concentrações de acrilamida do gel (8, 10 e 20%) duas marcas de 
anticorpos primários (Sigma-Aldrich e BD), três diluições do anticorpo primário 
(1:1000, 1:2000 e 1:4000), diferentes tipos de bloqueio de sítios inespecíficos 
(apenas 1h com leite Molico® a 5% em TBST, e 1h com leite Molico® a 5% em 
TBST e mais 1h com BSA a 1% em TBST). Além disso, foi realizado um 
controle negativo para verificar a possibilidade de ligação inespecífica do 
anticorpo secundário, ou seja, o anticorpo primário foi omitido e a membrana foi 
incubada apenas com anticorpo secundário. Chegou-se aos melhores 
resultados com 50 µg de proteína, gel de poliacrilamida com 10% de 
acrilamida, anticorpo primário anti-HSP70 da BD diluído 1:1000. O bloqueio foi 
realizado apenas com leite Molico®, pois não houve necessidade da presença 
de BSA, e o anticorpo secundário não apresentou ligações inespecíficas. Por 
fim, para eliminar a possibilidade de degradação de proteínas entre a retirada 
do tecido e a homogeneização com os inibidores de protease, algumas 
amostras de tecido foram retiradas dos animais e congeladas 
instantaneamente em nitrogênio líquido. Não houve alteração nestas amostras, 
o que indica que não houve degradação de proteínas. Anteriormente à 
realização do ensaio com L. variegatus, este foi realizado com A. lixula e H. 
grisea, mas com 200 µg de proteína e com amostras armazenadas, não 
frescas. Ao ser percebida a ausência de expressão de HSP70 na primeira 
espécie e ao buscar a forma mais adequada de processar as amostras, optou-
se por trabalhar apenas com os resultados oriundos de amostras frescas, ou 








Regulação de volume celular 
 
 Para todas as espécies e ambos os tecidos, sob todas as soluções 
experimentais e controles (exceto nos controles de intestino de E. lucunter e L. 
variegatus), houve aumento de volume celular (Figs. 3 e 4). As células de 
esôfago de E. lucunter tiveram seus volumes aumentados além do que seria 
previsto para um osmômetro perfeito submetido aos choques osmóticos que 
foram impostos (Fig. 3B). Foram encontradas poucas diferenças entre a 
condição controle e as experimentais, sendo que apenas as células de intestino 
posterior de A. lixula (Fig. 4A), submetidos à diminuição em 50% na 
osmolalidade, tiveram seus volumes superiores aos volumes do controle após 
2 e 5 minutos de exposição. As células intestinais de H. grisea, sob aumento 
em 20% na osmolalidade, mantiveram seu volume constante ao longo de todo 
o período de exposição (Fig. 4D). No caso de L. variegatus, percebeu-se, sob 
diminuição em 50% na osmolalidade, um aumento de volume das células de 
esôfago após 5 minutos de exposição, e o retorno à hidratação inicial em 10 
minutos de experimento. Estas mesmas células, sob ambas as alterações 
(redução e aumento) em 20% na osmolalidade, mantiveram seu volume 
constante ao longo de todo o experimento (Fig. 3C). O mesmo ocorreu para as 
células intestinais desta espécie sob todas as condições experimentais e 






   
Figura 3. Variação de volume das células de esôfago de A. lixula (A), E. lucunter (B), L. 
variegatus (C) e H. grisea (D), sob choque osmótico de diminuição (símbolos cheios) e 
elevação (símbolos vazios) na osmolalidade com relação ao controle (linha sem símbolos) em 
20 (quadrados) e 50 (círculos) %. Não há diferenças entre as condições experimentais e o 







Figura 4. Variação de volume das células intestinais de A. lixula (A), E. lucunter (B), L. variegatus (C) e 
H. grisea (D), sob choque osmótico de diminuição (símbolos cheios) e elevação (símbolos vazios) na 
osmolalidade com relação ao controle (linha sem símbolos) em 20 (quadrados) e 50 (círculos) %. Os 






           
Com relação às respostas das células intestinais de A. lixula e H. grisea 
ao choque osmótico na presença de bloqueadores de transportadores de 
membrana, verificou-se que, assim como na ausência dos bloqueadores em 
questão, houve aumento de volume celular ao longo do tempo em todas as 
condições experimentais e no controle (Figs. 5 e 6). Sob redução em 20% na 
osmolalidade, as células de A. lixula apresentaram volume superior na 
presença de HgCl2 do que sob ausência de bloqueadores em 10 minutos de 
exposição. A partir de 15 minutos, o volume dessas células, em solução de 
HgCl2, se mostrou superior ao das expostas à furosemida e ao das não 
expostas a bloqueadores. Além disso, neste mesmo tempo, as células 
expostas à ouabaína apresentaram maior volume com relação às normais (sem 
bloqueadores). Sob choque hiperosmótico de 20%, as células de A. lixula 
apresentaram maior volume quando expostas ao  HgCl2 do que as expostas 
aos demais bloqueadores em 2 minutos de experimento, do que essas e as 
normais a partir de 5 minutos. Nas condições controle e hiper 50, a partir de 5 
minutos foram verificados volumes celulares superiores sob HgCl2 do que sob 
oubaína, furosemida, e ausência de bloqueadores. O mesmo ocorreu para as 
células de H. grisea nas condições hiposmóticas, mas sob a hipo 50 percebeu-
se também que em 20 minutos as células expostas à furosemida apresentaram 
volume maior do que as normais, e sob a hipo 20 a diferença entre a exposição 
ao  HgCl2 e as demais condições se deu desde os 2 minutos de experimento. 
No controle e sob as condições hiperosmóticas, as células dessa mesma 






pronunciado de volume quando expostas ao HgCl2  do que aos outros 
bloqueadores e à solução sem estes. Ainda, no controle e no hiper 50, em 15 
minutos, estas células apresentaram volume superior em solução com 
furosemida do que em solução normal (sem bloqueadores). E no tempo final 
dos experimentos hiperosmóticos foi verificado volume inferior sob ausência de 









Figura 5. Variação de volume das células intestinais de A. lixula, sob choque osmótico de 
diminuição (símbolos cheios) e elevação (símbolos vazios) na osmolalidade com relação ao 









Figura 6. Variação de volume das células intestinais de H. grisea, sob choque osmótico de 
diminuição (símbolos cheios) e elevação (símbolos vazios) na osmolalidade com relação ao 











Tabela 1. Diferenças na resposta de volume celular diante de desafio osmótico, em cada 
solução e tempo de incubação, entre os bloqueadores ou entre estes e a ausência dos 
mesmos. H=HgCl2; O=ouabaína; F=furosemida; N=normal ou sem bloqueadores. 
 Tempo 
(min) 
2 5 10 15 20 
A. lixula       




















Hiper 50%   
 
H>N,O,F H>N,O,F H>N,O,F 
 
H>N,O,F 
H. grisea       
Hipo 50%   H>N,O,F H>N,O,F H>N,O,F H>N,O,F 
F>N 
Hipo 20%  H>N,O,F H>N,O,F H>N,O,F H>N,O,F H>N,O,F 




Hiper 20%  H>N,O,F H>N,O,F H>N,O,F H>N,O,F H>N,O,F 
N<H,O,F 












A partir do teste de concentração de HgCl2 para bloqueio de aquaporina 
foi possível perceber que a resposta fisiológica das células expostas à 
concentração de 50 µM foi invertida com relação à das células não expostas a 
bloqueadores, o que indica que houve bloqueio de aquaporina (Fig. 7B). A 
concentração de 10 µM não foi suficiente para bloquear as proteínas em 
questão, pois a resposta celular foi semelhante à sob ausência de 
bloqueadores (Fig. 7A). E por fim, 100 µM de HgCl2 acarretaram resposta 
semelhante à obtida sob 300 µM, ou seja, injúria e inchaço sob todas as 







Figura 7. Variação de volume das células intestinais de A. lixula, sob choque osmótico de 
diminuição (símbolos cheios) e elevação (símbolos vazios) na osmolalidade com relação ao 
controle (linha sem símbolos) em 50%, na presença de HgCl2 sob as concentrações de 10 (A), 









Transportadores de membrana 
 
 Com relação à porcentagem de células intestinais marcadas, foram 
verificados valores maiores em H. grisea do que em E. lucunter e L. variegatus 
para ambos os transportadores e em E. lucunter do que em L. variegatus para 
o NKCC (Fig. 8A). Mas acerca da intensidade de fluorescência das células 
marcadas, que reflete a quantidade de transportadores encontrados nessas, 
apenas verificou-se maior intensidade em A. lixula do que em E. lucunter para 
a Na+, K+ ATPase, não tendo sido encontradas mais diferenças (Fig. 8B). Não 
foram encontradas diferenças intraespecíficas na expressão de Na+, K+ 
ATPase e NKCC, nem na porcentagem de células marcadas ou na intensidade 
de fluorescência dessas (Fig. 8).  
De maneira geral, foi notada baixa expressão dos transportadores de 
membrana avaliados, pois as amostras experimentais (marcadas) 













 ATPase e NKCC no intestino de A. lixula, E. 
lucunter, L. variegatus e H. grisea. Porcentagem de células intestinais marcadas (A) e 
intensidade de fluorescência das células em 10 mil eventos (B). Letras diferentes representam 










Expressão de HSP 70 
 
 Não foram encontradas diferenças na expressão de HSP70 em L. 
variegatus nas diferentes condições de salinidade (Fig. 9A). Não foi detectada 
expressão desta proteína nos animais expostos a 10°C, mas houve expressão 




Figura 9. Expressão de HSP70 em L. variegatus diante de variações de salinidade (A) e 
temperatura (B). Não houve diferença na expressão de HSP70 nas diferentes salinidades, e 




Encontrou-se que A. lixula não apresenta expressão de HSP70 
constitutiva ou induzida (Fig. 10A). Ainda, em H. grisea exposta a 20°C e 
salinidade 25 UPS foi detectada a expressão da mesma proteína em amostras 











Figura 10. Ausência de expressão de HSP70 em A. lixula constitutivamente e diante de 
alterações de salinidade e/ou temperatura (A), expressão da mesma proteína em H. grisea em 










De maneira geral, as células do esôfago e do intestino das 4 espécies 
apresentaram aumento progressivo de volume, mas mantiveram seus volumes 
iguais aos controles sob os choques osmóticos impostos. A presença dos 
bloqueadores nas soluções demonstrou que há ação de Na+, K+ ATPase, 
NKCC e principalmente de aquaporina na regulação ou manutenção de volume 
das células estudadas. A presença destas duas primeiras proteínas nas células 
em questão foi confirmada por imunofluorescência, sendo detectadas 
diferenças entre as espécies. Não foram encontradas diferenças na expressão 
de HSP70 entre a condição controle e as de alteração de salinidade e 
temperatura em L. variegatus. 
Embora tenha sido verificado sinal de RVD nas células testadas, é difícil 
compreender e explicar o motivo do inchaço celular progressivo. Pode-se 
pensar na possibilidade de uma instabilidade inerente às células de 
equinodermos, visto que não houve o mesmo problema quando a mesma 
técnica foi utilizada com anêmonas (Amado et al., 2011) e crustáceos (Amado 
et al., 2012).  
Houve manutenção total do volume celular em células de esôfago de L. 
variegatus sob as condições hipo e hiperosmótica de 20%, e nas intestinais 
controle de E. lucunter, todas as condições de L. variegatus , e nas 
hiperosmóticas em 20% de H. grisea. Houve também sinal de redução 






células de esôfago de L. variegatus e de intestino de H. grisea, e no 
hiposmótico de 20% com células intestinais de A. lixula. Tais resultados 
representam evidências de regulação de volume celular ou de, pelo menos 
certa manutenção. Esse padrão é similar ao evidenciado em outros estudos, 
como é o caso de Luidia clathrata, que regula volume corporal e celular sob 
estresse hipo- (Diehl & Lawrence, 1984; Stickle & Diehl, 1987) e hiperosmótico 
(Diehl & Lawrence, 1984). Além disso, sob baixas salinidades, Asterias rubens 
regula volume corporal (Stickle & Diehl, 1987), Odontaster validus regula 
volume corporal (Stickle & Diehl, 1987) e do fluido celômico (Pearse, 1967) e 
Strongilocentrotus droebachiensis apresenta capacidade de regulação de 
volume celular (Lange, 1964). 
O sinal de RVD aqui identificado é similar ao de outros trabalhos nos 
quais foi verificada a capacidade de regulação de volume tecidual (Lange, 
1964; Diehl & Lawrence, 1984) e corporal (Ellington & Lawrence, 1974) em 
outros equinodermos expostos a estresse hiposmótico intermediários aos 
impostos aqui. Esta capacidade pode estar relacionada à baixa habilidade das 
espécies estudadas para manter estáveis suas concentrações iônicas internas 
diante de diluição do meio (Castellano et al., em preparação), o que poderia 
acarretar danos às células se não houvesse sinal nenhum de regulação de 
volume das mesmas. O oposto é percebido sob estresse hipersalino, onde é 
verificada maior estabilidade nas concentrações iônicas internas destes 
animais (Castellano et al., em preparação) e do volume de suas células. Isto 






ultraestruturais e microanatômicos (Santos-Gouvea & Freire, 2007), ou mau 
funcionamento das funções celulares e do organismo (Sabourin & Stickle, 
1981; Pierce, 1982; Diehl & Lawrence, 1984; Diehl, 1986; Wehner et al., 2003; 
Freire et al., 2008), visto que o aumento da salinidade é mais prejudicial e 
portanto menos tolerável do que a diminuição da mesma (Diehl & Lawrence, 
1984; Diehl, 1986; Foglietta & Herrera, 1996; Santos-Gouvea & Freire, 2007; 
Freire et al., 2011). Tais resultados contradizem dados da literatura, segundo 
os quais os equinodermos não apresentam capacidade de regulação de 
volume tecidual sob curtos períodos de exposição (Foglietta & Herrera, 1996), 
e não possuem mecanismos de ajuste diante de estresse hiperosmótico (Diehl, 
1986). Entretanto, corrobora outros que apontam maior estabilidade de volume 
tecidual sob estresse hiper do que sob hiposmótico (Diehl & Lawrence, 1984). 
Os resultados de regulação de volume celular estão de acordo com 
dados prévios obtidos de experimento com objetivo semelhante (Figs. 11 e 12), 
mas técnica menos refinada, com tecido inteiro e não com células dissociadas. 
Vale observar que houve também diferença entre os tempos de experimento, 
menor no do presente estudo devido ao tempo de viabilidade das células e o 
tempo de protocolo (salientado em linha vermelha nas Figs. 11 e 12). Apenas 
não foram compatíveis entre estes dois experimentos as respostas das células 
e tecidos submetidos aos desafios hiperosmóticos. No experimento prévio 
houve diminuição da hidratação tecidual, enquanto que as células aqui 
testadas apresentaram aumento de volume sob as mesmas condições (Figs. 3, 







Figura 11. Variação de hidratação tecidual de esôfago de A. lixula (A), E. lucunter (B), L. 
variegatus (C) e H. grisea (D) sob choque osmótico de diminuição (símbolos cheios) e elevação 
símbolos vasados) na osmolalidade com relação ao controle em 20 (quadrado) e 50% (círculo). 
A linha vermelha representa o tempo até o qual foi realizado o ensaio de volume celular do 




Figura 12. Variação de hidratação tecidual de intestino posterior de H. grisea sob choque 
osmótico de diminuição (símbolos cheios) e elevação (símbolos vasados) na osmolalidade com 
relação ao controle em 20 (quadrado) e 50% (círculo). A linha vermelha representa o tempo até 
o qual foi realizado o ensaio de volume celular do presente trabalho (FONTE: Castellano e 







Sob as condições hiperosmóticas foi verificada maior estabilidade de 
volume das células do que sob as hiposmóticas, o que pode ser visto como 
uma prevenção aos danos mais pronunciados causados pelo excesso de sal 
do que pela diluição da água, caso não sejam desempenhadas respostas para 
evitá-los (Santos-Gouvea & Freire, 2007; Freire et al., 2008). Mais além, 
podem-se extrapolar os presentes resultados para a distribuição dos 
equinodermos, restritos ao ambiente marinho. Equinodermos são 
osmoconformadores (Diehl & Lawrence, 1984). Isto acarreta alterações 
osmoiônicas em seus fluidos corpóreos diante de variação de salinidade 
ambiental (Stickle & Diehl, 1987), o que representa um desafio às suas células 
e tecidos. A baixa capacidade de equinodermos para manter estável sua 
hidratação diante de estresse hiposmótico pode ser a explicação para não 
terem invadido ambientes de água doce ou de baixas salinidades. Isto é 
claramente percebido pelo inchaço progressivo das células isoladas, na maioria 
das condições experimentais aqui impostas. 
H. grisea apresentou a maior capacidade de manutenção de volume 
celular seguido de L. variegatus, A. lixula e E. lucunter. O fato de H. grisea ter 
mantido mais estável sua hidratação não é apoiado pela literatura, segundo a 
qual não ocorre regulação de volume celular em holotúrias (Madrid et al., 
1976). Esta divergência pode ser explicada por uma diferença metodológica, 
pois aqui o experimento foi realizado “in vitro”, e o citado foi feito “in vivo”. Mas 
sabe-se que H. grisea pode ficar totalmente exposta durante a maré baixa, o 






fluidos corpóreos. Como esta espécie é pouco capaz de sustentar gradientes 
iônicos (Castellano et al., em preparação), são necessários mecanismos que 
permitam tolerar mudanças ambientais de salinidade, como a manutenção de 
volume celular e tecidual aqui demonstrada. O habitat também pode explicar a 
maior capacidade de manutenção de volume celular de L. variegatus em 
relação a outros ouriços, já que pode habitar estuários, com flutuações 
frequentes de salinidade (Drifmeyer, 1981; Ernest & Blake, 1981; Yara 
Aparecida Garcia Tavares, comunicação pessoal). Além disso, as diferenças 
de resposta entre os tecidos podem estar associadas a funções distintas dos 
mesmos. 
Com relação à participação de transportadores de membrana e canais 
de água na regulação de volume celular, foi percebida forte ação das 
aquaporinas, seguida pela do NKCC e pouco notou-se da ação da Na+, K+ 
ATPase. Bloqueando a aquaporina, foi percebido inchaço celular progressivo 
até a lise, em todas as condições. Assim, não se sabe se houve de fato apenas 
o bloqueio das aquaporinas, ou se o resultado obtido se deve à toxicidade do 
mercúrio (Stacey & Kappus, 1982), que causou injúria às células, e então sua 
morte por necrose (Pollard & Earnshaw, 2006). Pouco se sabe sobre o 
funcionamento das aquaporinas, visto que só foram caracterizadas 
aquaporinas em seis espécies de invertebrados: no nematódio Caenorhabditis 
elegans e em 5 espécies de insetos, Aedes aegypti, Cicadella viridis, Rhodnius 
prolixus, Drosophila melanogaster e Polypedilum vanderplanki  (Campbell et 






células intestinais estudadas, e ação destes transportadores de membrana na 
regulação de volume celular. Este dado corrobora resultado prévio dentro do 
grupo dos equinodermos, no qual foi verificada a presença de NKCC em 
celomócitos do ouriço-do-mar Paracentrotus lividus e o aumento de sua 
expressão diante de choque hiposmótico de intensidade semelhante ao 
imposto no presente trabalho (D’Andrea-Winslow et al., 2001). Embora aqui 
tenha sido avaliada apenas a expressão desta proteína e não sua atividade, 
estes dois aspectos podem ser relacionados. Assim, os presentes resultados 
também corrobora estudo realizado com Apostichopus japonicus, no qual a 
atividade da Na+,K+-ATPase aumentou progressivamente por cerca de 6h, até 
que a osmolalidade do fluido celômico do pepino-do-mar atingisse a 
estabilidade. A partir de então, essa atividade diminuiu (Dong et al., 2008 a). 
Também se sabe que a expressão e a atividade da Na+,K+-ATPase podem 
aumentar ao longo do desenvolvimento de ouriços-do-mar (Leong & Manahan, 
1997; Leong & Manahan, 1999; Marsh et al., 2000). O aumento da atividade 
desta enzima já foi verificado em invertebrados marinhos osmoconformadores 
diante de desafio hiposmótico (Corotto & Holliday, 1996; Sommer & Mantel, 
1988). Em H. grisea foi constatada maior quantidade de células com Na+, K+ 
ATPase e NKCC do que em E. lucunter e L. variegatus. Isto é coerente com a 
maior capacidade de regulação de volume celular e tecidual de H. grisea com 
relação às outras espécies estudadas (Santos et al., em preparação). Ainda, 
foram encontradas mais células com NKCC em E. lucunter do que em L. 






participação na regulação de volume celular nestes animais, visto que E. 
lucunter foi a espécie menos capaz de exercer tal função. As células de A. 
lixula apresentaram maior abundância de Na+, K+ ATPase do que as de E. 
lucunter, o que corrobora a maior estabilidade de volume celular e tecidual sob 
estresse salino da primeira espécie com relação à segunda (Santos et al., em 
preparação). A Na+, K+ ATPase exerce um importante papel na manutenção da 
estabilidade de volume das células, pois bombeia íons Na+ para fora das 
mesmas, compensando o fluxo difusivo deste íon que ocorre em sentido 
oposto. Assim, há o impedimento de inchaço e lise celular (Hoffmann et al., 
2009). O NKCC exerce função absortiva diante de estresse hiperosmótico, 
aumentando a concentração intracelular de NaCl, o que é fundamental para 
que ocorra RVI. Sob estresse hiposmótico, este cotransportador secreta íons 
Na+, K+ e Cl- da célula, e a diminuição da concentração de KCl intracelular é 
fundamental para que ocorra RVD. Assim, o NKCC é de suma importância para 
a regulação de volume celular, já que os íons transportados são 
acompanhados por fluxo de água, e há alteração de volume das células 
envolvidas (Russell, 2000). Cabe salientar que estes dados de aquaporina e 
transportadores de membrana em equinodermos são praticamente inéditos. 
Equinodermos são pouco estudados, bem como transportadores de membrana 
e aquaporinas em invertebrados. Isto justifica as muitas dificuldades 
metodológicas encontradas e a necessidade de aperfeiçoamentos para 






A verificação de que há expressão de HSP70 em L. variegatus está em 
concordância com resultados prévios em Paracentrotus lividus, habitante de 
regiões entremarés e estuarinas (Byrne, 1990), que também apresenta 
expressão constitutiva desta proteína (Geraci et al., 2003). A ausência de 
diferenças na expressão de HSP70 na condição controle e nas experimentais 
de salinidade pode ser explicada pela alta variabilidade de resposta desta 
natureza por parte destes animais e pelo pequeno número de réplicas tomadas 
para cada condição. Percebeu-se ainda que ocorreu indução da expressão da 
proteína em questão em alguns indivíduos, mas não em todos, o que 
demonstra a alta variabilidade de respostas do grupo e justifica a ausência de 
diferença estatística entre os tratamentos. Em contraste com os resultados aqui 
obtidos, já foi encontrado aumento na expressão desta proteína em indivíduos 
juvenis de Apostichopus japonicus diante de estresse salino e térmico (Dong et 
al., 2007; 2008 a) e uma forte relação entre indução de termotolerância e 
expressão do gene e da proteína HSP70 neste grupo de animais (Dong & 
Dong, 2008; Meng et al., 2009), ambos sob estresse semelhante ao do 
presente trabalho. 
A ausência de expressão da proteína em questão em A. lixula pode ser 
explicada pelo fato de viver em fundos sublitorais. Isso porque animais que 
habitam ambientes moderadamente estressantes, como o sublitoral, raramente 
apresentam a HSR e, quando a apresentam, o seu limiar ocorre sob 
temperaturas superiores às de seu habitat (Tomanek, 2008). Além disso, sabe-






ausência de expressão de HSP70 em A. lixula, pois as amostras de H. grisea 
foram, da mesma forma, utilizadas após armazenamento (não frescas) e ainda 
assim H. grisea apresentou expressão de HSP70. 
Habitantes de ambientes instáveis, como costões rochosos da região de 
entremarés, expressam HSPs sob temperaturas típicas de seu ambiente 
(Tomanek, 2008). A expressão de HSP70 é maior em organismos que habitam 
as porções mais altas e expostas dos costões rochosos (Hofmann & Somero, 
1995; Dong et al., 2008 b), que são ambientes instáveis em termos de 
temperatura e salinidade. Este fato é coerente com os presentes resultados, 
nos quais há expressão de HSP70 em L. variegatus (que pode habitar 
estuários (Drifmeyer 1981; Ernest & Blake 1981; Yara Aparecida Garcia 
Tavares, comunicação pessoal)) e H. grisea (que habita a região de 
entremarés), mas não em A. lixula (restrita a ambientes estáveis de sublitoral). 
O fato de indivíduos de L. variegatus expostos a 10°C não terem 
apresentado nem a expressão constitutiva (igual à controle) de HSP70 pode 
ser explicada pelo tempo de exposição. Já foi verificado que indivíduos juvenis 
de Apostichopus japonicus expostos a alterações de temperatura, de 10 para 
20°C e de 20 para 10°C, apresentaram aumento da expressão de HSP70 em 
ambas as alterações térmicas (Dong et al., 2007). Porém, sob aumento de 
temperatura o pico de expressão desta proteína ocorreu após 3h de exposição, 
enquanto que sob resfriamento este pico ocorreu só após 12h (Dong et al., 
2007). Além disso, a expressão constitutiva de HSP70 pode ser variável, pois 






devido à ausência de expressão constitutiva de HSP70, assim como todas as 








Foi observado que as quatro espécies de equinodermos estudadas 
apresentam capacidade de manter estável o volume de suas células diante de 
estresse salino, mais sob condições hiper- do que hiposmóticas. Ainda, 
percebeu-se que o controle do volume celular depende de transportadores de 
membrana nestes animais. Foi registrada expressão de HSP70 para L. 
variegatus e H. grisea, mas não houve um aumento do sinal sob estresses 
salino e térmico. Dessa forma a hipótese foi refutada. 
As células de equinodermos demonstraram alta permeabilidade e 
tendência de absorver água em qualquer circunstância, o que pode explicar a 
impossibilidade de invasão de ambientes dulcícolas por estes animais. De 
maneira geral L. variegatus e H. grisea, habitantes de ambientes sujeitos a 
variações ambientais bruscas, extensas e frequentes, apresentaram a maior 
estabilidade de volume celular sob choque osmótico, e expressão constitutiva 
de HSP70. Além disso H. grisea apresentou a maior porcentagem de células 
com Na+,K+ ATPase e NKCC. Estes resultados contribuíram para o 
entendimento da limitação dos equinodermos para invadir ambientes dulcícolas 
e dos mecanismos utilizados por estes animais diante de desafios salinos. 
Como perspectivas, os mecanismos de transporte transmembrana de água e 
solutos ainda devem ser muito explorados nestes animais, para que possam 
ser explicadas questões levantadas neste e em outros estudos, como: porque 






estes animais sobrevivem em ambientes variáveis se, aparentemente, 
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